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Zusammenfassung: Die Polyaciylamid-Gel-Platten zur isoelektrischen Fokussierung wurden durch Zugabe einer be-
stimmten Menge Harnstoff und durch einen Vorlauf ohne Proben für eine Serummenge von 20 eingestellt. Dadurch
kann eine gute Auftrennung der einzelnen Proteinfraktionen erreicht und insbesondere der Abstand zwischen der M2-
und der M8-Bande bei einer Gesamtlaufstrecke von 120 mm auf über 20 mm erhöht werden. Zur Differenzierung der
PiMM-Subtypen wird außerdem ein MjMj-Standardserum eingeführt und die M8-Bande in die Auswertung einbezogen.
Anhand einer bereits an anderer Stelle (Bencze, K. et al. (1979) Chest 76, im Druck) veröffentlichten klinischen Studie
wird die klinische Relevanz der Methode demonstriert.
Fast oi^antitrypsin phenotyping for the differentiation of PiMM-sub-types
Summary: The polyacrylamide gel slabs for isoelectric focussing were adapted for 20 samples by adding a certain
quantity of urea, and by letting it run idle before adding the sample. A better separation of protein fractions was
obtained, and the distance of the M2- and M8-bands was increased to more than 20 mm in a total migration length
of 120 mm. A MjM3 standard serum was introduced and the M8 band was included to differentiate PiMM sub-types.
The clinical use of the method is demonstrated with the results of a recently published clinical study by Bencze, K.
et al. ((1979), Chest 7(5, in press).
Einführung
Die Heterogenität des Phänotyps MM des -Antitrypsins
wurde von mehreren Autoren beschrieben (1—5). Genz,
Martin & Cleve (6) postulierten drei unterschiedliche
Allele Mj, M2 und M3, die in Kombination insgesamt
sechs Subtypen ergaben, wie es auch awdiFrants &
Eriksson (7) bestätigt wird. Da bestimmte Proteine
dieser Allele einen geringfügig anderen isoelektrischen
Punkt im pH-Bereich von 4,3 bis 4,6 besitzen, können die
Subtypen optimal nur mittels der isoelektrischen Föküs-
sierung auf Polyäcrylämidgelplatten unterschieden
werden (8).
Die Differenzierung der Subtypen erfolgte bisher nur
aufgrund der abweichenden Localisation der M4- und
Mo-Banden. Bei herkömmlicher Trenntechnik ist jedoch
die Verweclplungsmöglichkeit der Subtypen MjMjinit
MjM2 und MiHz mit M2M2 einerseits und M2M3 mit
M3M3 andererseits, sehr groß. Bestimmte Veränderungen
der Methodik erschienen Uns daher zum Ausschluß von
Fehlauswer hingen notwendig. Die verbesserte Methodik
wurde zur Untersuchung chronisch lungenkranker Patien-
ten angewan4t (9,10, 1),
Methodik
Geräte
Für die isoelektrische Fokussierung wurden eine Doppeltrenn-
kammer, Polymerisationsküvetten, Platin-Breitbandelektroden
und ein Netzanschlußgerät (DESAGA, Heidelberg) verwendet.
Ferner fanden ein Thermostat (COLORA Ultrathermostat WK 3)
und Spezialelektroden zur pH-Gradienteneinstellung (INGOLD
LOT 403-M3 und LOT 405-M8) Verwendung.
Lösungen
1. 30,0 g Acrylamid (SERVA 10675) in 100 ml H2O.
2. 0,9 g , '-Methylen-bisacrylamid (SERVA 29195) in 100
mlH2O.
3.15,015 g Harnstoff (MERCK 8488) in 500 ml H2O.
4. 4,0 g Saccharose (MERCK 7654) in 10 ml Lösung 3) +
10 ml H2O.
5. Trägerampholyt: 0,9 ml Ampholine (LKB) pH 3,5-5 +
0,6 ml Ampholine (LKB) pH 4,0-6
6. 0,020 g Ammoniumperoxodisulfat (SERVA 15375) in l ml
H20.
7. Kathodenlösung: 10,0 g NaOH (MERCK 6498) in 250 ml
H2O.
8. Anodenlösung: 16,9 mlOrPhosphorsäure (MERCK 573) in
250mlH20.
9. 450,0 g Trichloressigsäure (MERCK 807) in 2500 ml H2O.
0340-076X/80/0018-0013S2.00
©by Walter de Gruyter & Co. - Berlin · New York
14 Bencze und Sabatke: -Antitrypsin - Subtypen des Phaenotyps MM
10. Färbelösung:
a) 0,375 g Coomassie-Brillantblau R 250 in 500 mi
Methanol (MERCK 6009)
b) 125,0 g Trichloressigsäure (MERCK 807) + 125,0 g 5-
Sulfosalicylsäure (MERCK 609) in 1500 ml H20
Nachdem beide Ansätze vollständig gelöst sind, wird
Lösung a) zu Lösung b) gegeben, einen Tag stehengelassen,
zwischendurch mehrmals durchgeschüttelt und dann filtriert.
11. Entfärbelösung: 650 ml H2O + 50 ml Essigsäure + 150 ml
Methanol
Zum Ansetzen der Lösungen soll nur destilliertes und entionisier-
tes Wasser verwendet werden. Die Lösungen 4), 5) und 6) sollen
immer frisch angesetzt werden, die Lösungen 1) und 2) können
im Kühlschrank aufbewahrt werden.
Isoelektrische Fokussierung
Herstellung der Polyacrylamidgelplatten
Je 5,0 ml der Lösungen 1) und 2) sowie dann 4) und 5) werden
mit einem Magnetrührer gut durchgemischt. Aus der erhaltenen
Lösung müssen im Vakuum (Wasserstrahlpumpe) die gelösten
Gase entfernt werden. Zuletzt wird Losung 6) zugegeben und vor-
sichtig umgerührt. Wichtig ist eine gleichmäßige Verteilung von
Persulfat in der Lösung, da sonst die Platten inhomogen
werden können. Bei zu intensivem Rühren der Reagentien (zu
intensiver Luftkontakt), können bei der Polymerisation störende
Luftblasen in der Gelschicht entstehen.
Die so erhaltene Lösung wird blasenfrei mit einer Kunststoff-
spritze in die l mm breiten Polymerisationsküvetten gefüllt.
Das Gemisch wird mit einer etwa 5 mm hohen Wasserschicht
geschützt und zur Verhinderung der Verdunstung mit Parafilm
abgedeckt. Die Polymerisation ist von der Lichtintensität und
von der Raumtemperatur abhängig und normalerweise in 30 bis
60 min beendet.
Probenauftrag
Zur Fokussierung werden frische Seren oder bei -20 °C einge-
frorene Seren verwendet. Letztere werden kurz vor dem Proben-
auftrag aufgetaut und gut geschüttelt.
Der Probenauftrag erfolgt in 10 mm Entfernung zum Anoden-
streifen auf ein Filterpapier ( 5 X 8 mm, Schleicher u. Schüll,
No. 2668). Die Serummenge von 20 ist auch für eingefrorene
alte Seren optimal.
Aufbringen der Elektroden
10 mm breite Filterkartonstreifen (Machery u. Nagel, No. 866),
getränkt mit der entsprechenden Elektrodenlösung 7) oder 8),
werden dicht und unter Vermeidung von Blasenbildung an die
Gelschicht herangeschoben. Auf die Streifen werden Platin-
Breitbandelektroden gelegt und an das Netzgerät angeschlossen.
Fokussierung
Vor dem Probenauftrag wird eine Spannung von 50 V/cm für
etwa 30 min angelegt, bis die Stromstärke < 10 mA beträgt.
Der Leerlauf sichert die Entionisierung der Platten, da die
Bildung von Metallproteinen verhindert wird. Zugleich wird
eine wesentlich bessere Spreizung der Trägerampholyte erreicht.
Nach dem Probenauftrag behält man etwa 30 min lang konstante
Bedingungen bei, die Stromstärke muß dabei unter 5 mA ab-
sinken. Dann wird der Spannungsgradient um den Faktor 2
erhöht.
Fällt die Stromstärke nach weiteren 120 min unter 10 m A,
ist die Fokussierung beendet. Die Gesamtdauer der Fokussierung
beträgt damit etwa 3 Stunden.
Bei der Fokussierung ist eine intensive Kühlung der Träger-
Platte erforderlich. Nur bei einer Geltemperatur von 4-10 °C
kann eine scharfe Auftrennung erreicht werden.
Färbung der Polyacrylamidgelplatten
Nach beendeter Fokussierung wird die Gelplatte mit Lösung 9)
abgespült und anschließend etwa 60 bis 90 min lang mit Lösung
10) behandelt. Maßgebend für die Färbedauer ist die Farbin-
tensität der M8-Banden. Sollte der Untergrund zu stark gefärbt
sein, so kann mit Lösung 11) wieder aufgehellt werden. Zur
Dokumentation kann die Platte auf 2,5 mm dicken, weißen
Zeichen karton aufgezogen und getrocknet werden. Die Aus-
wertung kann jedoch bereits am frischen Gel erfolgen.
Effekt von Harnstoff
Bei der Auswertung der Platte sind nicht nur die Position von
M4 und M6 zu berücksichtigen, sondern auch die Lage der M8-
Bande (Abb. l u. 2). Um die Intensität der M8-Bande zu er-
höhen, ist eine größere Serummenge aufzutragen. Der Serum-
menge entsprechend muß die Trennkapazität der Gelplatte
durch Zugabe von Trägerampholyt und Harnstoff erhöht
•verden (12), da sonst nur eine unzulängliche Auftrennung er-
reicht wird. Der Harnstoffgehalt der Polyacrylamidgelplatte
kann jedoch nicht beliebig variiert werden, da mit zu starker
Harn Stoffkonzentrat ion das Auflösungsvermögen für die einzel-
nen Proteinfraktipnen wieder verringert wird. Dieser Effekt ist
beim MjM3Subtyp besonders gut zu beobachten: die Doppel-
banden in M4 und M6 sind bei zu hohem Harnstoffgehalt nur
noch als eine breite Linie sichtbar. Die Trägerkapazität der
Gelplatten liegt in der von uns angegebenen Zusammensetzung
bei über 20 Serum.
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Abb. 1. Schema der PiMM Subtypen des apAntitrypsins.
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Abb. 2. Die homozygoten Subtypen M!M!, M2Mi und M3M3
auf der Originalplatte.
Standard serum
Bei der Klassifizierung der PiMM-Subtypen muß die Position und
Breite der Banden exakt auswertbar sein. Das Trennvermögen
der Gelplätten ist strenggenommen inkonstant. Eine gute
Vergleichsmöglichkeit bietet sich an, wenn man nach je zwei
unbekannten Proben ein bekanntes M! M3-Serum als Standard-
serum aufträgt (Abb. 3). Durch den Einbau eines derartigen
Standards fällt es leichter, Position und Breite der M4- und M6-
Banden über die ganze Breite der Platte genau zu bestimmen. In
Zweifelsfällen ist eine Wiederholung der Fokussierung Angezeigt.
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Abb. 3. Das PiN^Ma -Standardserum nach jedem zweiten unbe-
kannten Serum erleichtert die Differenzierung der Sub-
typen.
Da die in der klinischen Chemie gebräuchlichen Standardseren
häufig aus gepoolten Seren bestehen oder chemische Zusätze
enthalten, können sie für die Fokussierung nicht eingesetzt
werden. Da jedoch nach unserer Erfahrung über 20% der Be-
völkerung Träger des MiM3-Phänotyps sind, dürfte es nicht
schwer sein, ein geeignetes Standardserum zu finden.
Ergebnisse
Nach der beschriebenen Methode wird eine größere Serum-
menge aufgetragen und dadurch sind die Liniengruppen
M8 und Z6 — auch in alten Seren — besser erkannbar.
Die Trennkapazität der Platte muß man dementsprechend
durch Ampholyt- und Harnstoffzugabe erhöhen.
Die Einbeziehung der M8-Bonde erleichtert die Differen-
zierung der PiMM-Subtypen. Abbildung 4 zeigt, daß auch
bei der M8-Bande charakteristische Unterschiede bei den
einzelnen Subtypen zu erkennen sind. Durch die Opti-
mierung der einzelnen Phasen des analytischen Vorgangs,
wie Leerlaufund Vorlauf und bei guter Geldichte und
gutem Vernetzungsgrad — T = 4,75; C = 2,9 — kann man
auch ohne spezielle Chemikalien oder besondere Behand-
lung der Plätte oder der Seren eine sehr gute Auftrennung
erreichen. Die Entfernung der Prpteinbanclen M2 und M8
beträgt bii einer Läufstrecke von 120 mm mehr als
20 mm. Diese Trennstrecke kann auch als Indikator fur
die Qualität der Auftrennung und der verwendeten
Ampholyte gewertet werden. Die gute Auftrennung ist die
Hauptvoraussetzung für die richtige Klassifizierung der
PiMM-Subtypen.
Mit dem Auftragen eines Standardserums PiMjM3 nach
jeder zweiten zu untersuchenden Probe wird die ganze
Plattenbreite besser auswertbar. Die Position und Breite
der entsprechenden Banden kann exakt abgelesen
werden.
Die beschriebene Methodik wurde bei der Bestimmung
von Seren zweier Kollektive angewendet (l 1). Die erste
Gruppe bestand aus 280 gesunden Probanden (Industrie-
arbeitern). Die relative Häufigkeit der Subtypen ist mit
dem von Ge/iz (6) untersuchen Kollektiv in Tabelle l
gegenübergestellt. Unterschiedliche Ergebnisse zeigen
sich nur bei den mit der herkömmlichen Methodik leicht
verwechselbaren Subtypen.
Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um Patienten
einer pulmonologischen Ambulanz, die in einem umschrie-
benen Zeitraum untersucht und behandelt wurden (Tab.
2). Aus diesem Kollektiv wurden nur die Patienten in
die Betrachtung einbezogen, die body pie thy smographisch
einen Atemwegswiderstand > kPa 1 s bei minde-
stens zwei aufeinanderfolgenden Untersuchungen auf-
wiesen (n = 76).
Beim Vergleich des gesunden und des kranken Kollektivs
fällt die relative Abnahme der Mi Mr und die Zunahme
der mit einem M2-Allel kombinierten Phänotypen auf.
Das für den Unterschied errechnete Signifikanzniveau
liegt bei p < 0,001.
Tab. 1. Relative Häufigkeit der Phänotypen des o^-Antitrypsins
bei gesunden Probanden:
etal. (11) Genz et al. (6)
Abb. 4. Die MS-Banden erlauben die Klassifizierung des PiM-
Allels auch bei 4en MS- und Mi-Varianten.
Phänotyp
MjMj
M2M2
M3M3
M,M2
M2M3
MjM3
MjS
M2S
M3S
MjZ
M2Z
M3Z
M!*
M2*
M3*
SS
zz
sz
Zahl der Pro-
banden
Zahl
132
12
4
36
8
62
14
2
1
4
2
2
1
0
0
0
0
0
280
rel. Häufig-
keit
0,471
0,043
0,014
0,128
0,027
0,221
0,050
0,008
0,004
0,014
0,008
0,008
0,004
Zahl
313
3
11
40
19
111
14
2
4
11
0
2
5
0
1
2
0
0
538
rel. Häufig-
keit
0,582
0,006
0,020
0,074
0,035
0,206
0,026
0,004
0,007
0,020
0,004
0,009
0,002
0,004
*andere Phänotypen (Pi I, Pi L, Pi V, kombiniert)
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Tab. 2. PiMM-Subtypen bei Gesunden und Patienten mit ob-
struktiven Lungenerkrankungen (R > 0,35 kPa 1 s)
(11):
Gesunde
Signifikanz-
niveau p Kranke
Probenzahl
PiMM
Subtypen
280(1,00)
254 (0,91)
76 (1,00)
70 (0,92)
M!M!
M2M2
M3M3
M,M2
M2M3
M,M3
132 (0,52)
12 (0,05)
4 (0,02)
36 (0,14)
8 (0,03)
68 (0,24)
p < 0,001
p < 0,01
P>0,1
p < 0,01
P>0,1
P>0,1
15 (0,21)
10 (0,14)
2 (0,03)
21 (0,30)
4 (0,06)
18(0,26)
( ) in Klammern: rel. Häufigkeiten bezogen auf PiMM
Genfrequenzen-Gesunde: PiM!.· 0,678;PiM2: 0,128;PiM3: 0,148
PiS: 0,030; PiZ: 0,014; andere: 0,002
-Kranke: PiM^ 0,467; PiM2: 0,309; PiM3: 0,171
PiS: 0,000; PiZ: 0,040; andere: 0,013
Diskussion
Die Frage einer guten Trennung der Proteinbanden steht
bei der Technik der isoelektrischen Fokussierung im
Vordergrund, da von ihr die sichere Identifizierung von
PiMZ und der PiMM-Subtypen abhängt.
Johnson (2) hat für eine sichere Identifizierung von Ml
und M3 mehrere Trennverfahren, wie Immunofixation
und gekreuzte Immunoelektrophorese, zusätzlich zur
isoelektrischen Fokussierung auf Flachgelen verwendet.
Für Serienuntersuchungen erscheint ein solcher Aufwand
jedoch zu groß.
Pierce (13) verwendete Ampholyte in dem sehr engen
pH-Bereich von 4,0 bis 4,5 and 4,5 bis 5,0 und behandelte
die Seren mit Reduktionsadditiva und erhielt damit eine
große Auflösung. Auch Jeppsson (14) hat mit dieser
Methode MjM^Subtypen untersucht. Ampholyte in
einem so engen pH-Bereich werden jedoch bisher nicht
kommerziell hergestellt, so daß auch hier der Vorberei-
tungsaufwand sehr groß ist.
Die Verwendung der sog. Amphoter-Additivä oder
-Separatoren stellt zwar eine weitere Möglichkeit dar,
das Auflösungsvermögen der Flachgele zu erhöhen (15),
wie jedoch aus der Arbeit von Frants (16) hervorgeht,
hat diese Art der Serumvorbereitüng eine starke Verände-
rung des Auftrennungsmusters zur Folge.
Bei der von uns beschriebenen Methode wird zwar eine
größere Serummenge als bei den bisher angegebenen
Methodiken aufgetragen, dies hat jedoch den Vorteil,
daß die M8- und Z6-Banden — auch bei alten Seren -
besser erkennbar sind.
Die klinische Bedeutung einer besseren Differenzierung
der PiMM-Subtypen ergibt sich daraus, daß wir aufgrund
früherer Untersuchungen (9,10, 11) annehmen, daß
außer der genetisch determinierten Höhe des Inhibitor-
spiegels noch andere pathogenetische Faktoren wirk-
sam sein müssen. Da es sich beim ^-Antitrypsin nach
Liebennan (17) um ein "acute-phase reactaiit" handelt,
die Konzentration im Serum also bei allen akut ent-
zündlichen Vorgängen oder Cortisonmedikation ansteigt
und die Aüssagefähigkeit der quantitativen Bestimmungs-
methoden insbesondere bei mäßigem aj-Antitrypsin-
mangel unzureichend ist, erscheint uns der Befund des
vermehrten Vorkommens obstruktiver Lungenkrank-
heiten bei Trägern von PiMM-Subtypen mit einem M^-
Allel sehr wichtig. Dies könnte für pfäventivmedizinische
Fragestellungen, insbesondere an durch inhalative Noxen
belasteten Arbeitsplätzen bedeutungsvoll werden.
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